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COMPOSITION POUR LA PRODUCTION DE PRODUITS 
THERAPEUnOUES IN VIVO 

La presente invention conceme le domaine de la therapie genique et cellulaire. 
Plus partiailierement» elle conceme des compositions oellulaires destinees & &tre 
5 implantees in vivo, pour delivrer de manidre prolongee et contr616e des substances 
thSrapeutiques. 

La therapie genique consiste I corriger une deficience ou une anomalie 
(nrjutation, expression aberrante, etc) par introduction d*une information genetique 
dans un organisme affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in 

10 vitro dans une cellule extraite de I'organisme, la cellule modifiee §tant alors 
reintroduite dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. 
Differentes techniques ont ete decrites pour I'introduction de cette information 
genetique, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des 
complexes d'ADN et de DEAE-dextran iPagano et ah, J. Virol. 1 (1967) 891], d'ADN 

15 et de proteines nucleaires [Kaneda et al., Science 243 (1989) 375], d'ADN et de 
lipides [Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413], Temploi de liposomes [Fraley et al., 
J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431], etc. Plus rfecemment, Temploi de virus- comme 
vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une alternative prometteuse a 
ces techniques physiques de transfection. A cet egard, differents virus ont ete test6s 

20 pour leur capacite a inf ecter certaines populations cellulaires. En particulier, les 
retrovirus (RSV. HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les 
adenovirus. 

Les techniques impliquant Tadministration directe du g^e in vivo presentent 
certains inconvenients, tels que la dispersion non selective du gene dans tout 

25 I'organisme, sa faible demi-vie, les risques de reaction immunologique, ou encore le 
manque de controle du gene apres injection. Pour cette raison, la therapie ^Uulaire 
offre une alternative interessante, consistant a prelever les cellules, a les modifiar ex 
vivo, puis a les readministrer. De ce fait, seule une population de cellules identifiee est 
modifiee par le gene therapeutique. Toutefois, apres administration, le devenir des 

30 cellules modifiees n'est pas controle. De meme, il n'est plus possible d*arreter le 
traitement. Enfin, cette therapie implique que les cellules a traiter puissent etre 
prelevees de Torganisme, manipulees ex vivo, et facilement reimplantees. De ce fait, 
elle est pratiquement limitee aux cellules du sang. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces problemes • La 

35 presente invention conceme en effet des compositions destinees k etre implantees dans 
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un organisme. comprenant des ceUules modifiees par. un adenovirus recombmant 
comprenant une s6quence d'ADN hfet&ologue codant pour un produit th&apeutique. 
un gSUfiant. et un support sur lequel sont ancrfees lesdites cellules. 

implantation des compoations selon Tinvention offre de nombreux 
avantages par rapport a Tart anterieur. et en particulier le controle du nombre de 
cellules implantees. le controle du nombre de cellules infectees. la mesure du taux 
d-expression du gene therapeutique avant implantation. Vabsence de r^ac^on unmuno- - 
logirue li6e I I'injection directe dun virus, la possibility de retirer toplant 4 tout 

LLlantation de cellules modifies g&i6tiquement a dga 6t6 envisages dans 
rart anterieur. Ainsi. Palmer et aL IPNAS 88 (1991) 1330] et Moullier et al. [Nature 
genetics 4 (1993) 154] ont d&rit I'implantation de fibroblastes modifies genetiquement 
par des retrovirus. Toutefois. I'utilisation de retrovirus pose certains problemes linutant 
les applications de cette technologie. Notamment. les retrovirus sont drfficiles a 
produire avec des titres eleves. et. de ce fait, ne permettent pas I'utilisation a des 
multipUcit^s d'inf ections elevtes. Les retrovirus presentent egalement l^inconvement de 
„e pas pouvoir incorporer de fragments d'ADN heterologue de taiUe import^te. 
limiLt de ce fait les applications thfirapeutiques. Enfin. les retrovirus s'integrent dans 
le genome des fibroblastes. ce qui peut contribuer i Vapparition de cellules tumor^ 
apL implantation. Par aiUeurs. les fibroblastes decrits par Palmer et al. sont enrobes 
uniquement dans du coUagfene. et les implants obtenus n'ont pas une cohesion 
suffisante. De ce fait, ils se desagregent progressivement in vivo, entrainant une 
diffusion incontrolte des cellules hers du site d'implantation. 

Les compositions selon I'invention permettent de resoudre ces inconvements. 
U presente invention resulte en partie de la mise en Evidence que les adenovirus sont 
capables in vitro d'infecter avec des pouvoirs tres Sieves des cellules en culture Am«. 
ii est possible d'infecter 100 % des fibroblastes en culture. Par aiUeurs. d est egalement 
possible, en variant la multiplicite dinfection. d'obtenir un nombre de copxes eleve 
Lenovirus par cellule (jusqu'i 100 copies), ce qui permet d'augmenter lef^et 
therapeutique des implants de I'invention de maniere importante. De plus, les 
adenoLs de I'invention peuvent etre produits avec des titres eleves. ce qm permet 
d'infecter non seulement des cultures primaires de cellules, mais egalement d^ cult^ 
secondaires. pr^alablement donees et conservees. Us adSnovm. de hnvenuon 
presentent egalement I'avantage de ne pas s'integrer dans le g^ome «Uules qu ^ 
Lectent De ce fait, les implants de I'invention sont moms susceptrbles dinduiie 
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rapparition de cellules tumorales. De plus, si les cellules implantees se divisent, 
Tadenovirus de Tinvention sera dilue au cours des generations, et le caractere qu'il 
confere aux cellules infectees ne sera pas transmis aux ceUules filles. Enfin, les vecteure 
adenoviraux utilises dans la presente invention peuvent etre modifies de fa?on a 
5 incorporer des fragments d'ADN heterologue de u-es grande taille. Ainsi, 
contrairement aux autres vecteurs viraux, il est par exemple possible d'incorporer \m 
gene h6t6rologue de grande taille tel celui du facteur VTII ou de la dystrophine. De 
plus, a est possible d'incorporer, en plus du gdne therapeutique, un gene de securite 
dont I'expression permettrait par exemple de dStruire la cellule infectee. 

10 Les compositions selon I'invention pr6sentent done de nombreux avantages 

par rapport aux systemes decrits dans Tart anterieur, qui leur conferent des 
potentialites therapeutiques tres superieures. 

Les compositions selon Tinvention peuvent etre realisees a partir de differents 
types de cellules, et notamment a partir de fibroblastes, de cellules endotheliales, 

15 epitheliales, gliales. tfhepatocytes, de keratinocytes ou encore de myoblastes. Preferen- 
tiellement, on utilise dans le cadre de Tinvention des fibroblastes. 

Dans un mode prefer^ de realisation de Tinvention. on utilise des cellules 
autologues, c'est-a-dire pr§levees a partir du patient chez lequel elles seront ensuite 
implantees. Cependant, dans certains cas, il peut etre interessant rfutiliser des cellules 

20 allogeniques ou xenogeniques, entrainant un rejet progressif de I'implant et ainsi. lui 
donnant un effet limite dans le temps. En particuHer, des cellules d'origine murine 
peuvent etre implantees chez Thomme sans autre effet que le rejet progressif. 

Les cellules utilisees dans le cadre de I'invention peuvent etre des cultures 
primaires. Dans ce cas, elles peuvent etre prelevees par toute technique connue de 

25 I'homme du metier, puis mises en culture dans des conditions permettant leur 
proliferation. S'agissant plus particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre 
aisement obtenus a partir de biopsies, par exemple selon la technique dfecrite par Ham 
[Methods CelLBiol. 21a (1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement 
pour la preparation des compositions de Tinvention, ou conservees, par exemple par 

30 congelation, pour retablissement de banques autologues, en vue d'une utilisation 
ulterieure. Preferentiellement, les compositions selon Tinvention comprennent 10^ a 
lOlO cellules. Plus preferentiellement, elles en comprennent 10^ a 10^. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer des proprietes therapeutiques recherchees. 

35 L'infection est realisee in vitro selon des techniques connues de I'homme du metier. En 
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particuHer, selon le type de celMes utilise et le nombre de copies de virus par ceUule 
d^sir^. l-homme du metier peut adapter la multiplicit6 d'infection et eventuellement le 
nombre de cycles d'infection realise. 11 est bien entendu que ces Stapes doivent 6tre 
effectuees dans des conditions de st&ilite appropriees pour une administration in vivo 

des compositions obtenues. 

Les doses d'adenovirus recombinant utUis^es pour I'infection des cellules 
peuvent etre adaptees en fonction de diff^rents parametres. et notamment en fonction 
du type cellulaire. de la pathologie concemfe. du gene a exprimer. ou encore de la 
durfee du traitement recherche. D'une maniere g6n6rale. les adenovirus recombmante 
selon I'invention sont utilises pour I'infection a des doses comprises entre 10^ et 10 
pfu/ml. et de preference 10^ a lO^O pfu/ml. U terme pfu ("plaque formmg umf) 
correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determme par 
infection d'une culture cellulaire appropriee (par exemple la lignee 293). et mesure. 
generalement apres 2 S 4 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Us 
15 techniques de determination du titre pfu d'une solution yirale sont bien documentees 
dans la litterature. 

Les adenovirus recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
sont pr6f6rentiellement dfefectifs. c'est-a-dire incapables de se repliquer de fa?on 
. autonome dans la cellule infectte. Generalement. le genome des adenovirus defectifs 
20 utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu au moms des 
sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infeaee. Ces regions 
peuvent gtre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles. soil 
substitutes par d'autres sequences et notamment par la sequence d'ADN heterologue. 
Preferentiellement. le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son g6nome 
25 qui sont necessaires a I'encapsidation des particules virales. 

U existe differents serotypes d'adenovirus. dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Neanmoins, ces virus ne sont pas pathogSnes pour I'homme. et 
notamment les sujets non immuno-deprimfe. Parmi ces serotypes, on prefere utihser 
dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou 
30 Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les 
adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut 
citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, [exemple : Mavl. Beard et al.. 
Virology 75 (1990) 81]. ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
De preference. I'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin. plus 
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preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. 

De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des adenovirus 
d'origine humaine, canine ou mixte, c'est-a-dire comprenant des regions issues d'un 
5 adenovirus humain et des regions issues d*un adenovirus canin. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent 6tre 
prepares par toute technique connue de rhomme du metier [Levrero et al., Gene 101 
(1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917]. En particulier. ils 
peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un 
10 plasmide portant entre autre la sequence d*ADN heterologue. La recombinaison 
homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 
lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii). comporter les sequences capables de 
. . complementer la partie du genome de Tadenovirus defectif, de preference sous forme 
15 integree pour 6viter les risques de recombinaison. A titrie tfexemple de lignee, on peut 
mentionner la lignee de rein embryormaire humain 293 [Graham et al., J. Gen. ViroL 
36 (1977) 59] qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 
genome d*iin adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs 
derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n^ FR93 05954 
20 et FR 93 08596 qui sont incorporees a la presente demande par reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologic moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Comme indique ci-dessus. les adenovirus recombinants utilises dans le cadre 
de la presente invention coniprennent une sequence d'ADN heterologue codant pour 
25 un produit therapeutique. Le produit therapeutique peut Stre tout ARN, peptide, 
polypeptide ou proteine dont la production dans Torganisme est recherchee. 

De preference, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
signaux d'expression permettant la production du produit therapeutique dans les 
cellules infectees. II peut s'agir des sequences qui sont naturellement responsables de 
30 I'expression de ce produit therapeutique lorsque ces sequences sont susceptibles de 
fonctiormer dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de sequences d'origine 
differente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. 
Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule 
35 que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
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g6nome dW virus, y compris rad6novirus utilisfe. A cet 4gard. on peut dter par 
exemple les promoteurs ElA. MLP. CMV. RSV. PGK. etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent Stre modifi6es par addition de sequences d'activation. de 
regulation etc. Par ailleurs. lotsque le gene insere ne comporte pas de sequences 
5 rfexpression. U peut 6tre ins6r6 dans le genome du virus defectif en aval d'une telle 
sequence. 

Plus prfefferentiellement. la sequence d'ADN heterologue comprend des 
signaux permettant la production et la secretion du produit therapeutique par les 
cellules infect6es implant6es. En effet, la neo-vascularisation des implants selon 

10 rinvention permet une liberation particulierement efficace des produits therapeutiques 
dans la circulation, liber^ition qui est de plus prolongee et controlee. A cet effet. la 
sequence d'ADN heterologue comporte generalement. en amont du gene 
therapeutique. une sequence signal dirigeant le produit therapeutique synthfetisfe dans 
les voies de secretion de la cellule infectfee. Cette sfequence signal peut etre la 

15 sequence signal naturelle du produit therapeutique. mais a peut fegalement s'agir de 
toute auti^ sequence signal fonctionnelle dans la cellule infectte. ou d'une sequence 
signal artificielle. 

Avantageusement. le produit therapeutique est choisi parmi les enzymes (tels 
• que notamment la superoxide dismutase. la catalase. les amylases, les lipases, les 
20 amidases. la chymosine. etc), les derives sanguins (tels que la serum-albumme. 
ralpha- ou la b6ta-globine. le facteur VII. le facteur VIII. le facteur IX. le facteur de 
von Willebrand. la fibronectine. I'alpha-l antitiypsine. etc). I'insuline et ses vanants. 
les lymphokines (telles que les interleukines. les interferons, les facteurs de 
stimulation des colonies [G-CSF. GM-CSF. M-CSF. SCF. ...]. le TNF. le TRF. etc). 
25 les facteurs de croiSsance (tels que I'hormone de croissance. I'erythropo^etme. 
I'hormone para-thyroidienne. le FGF. I'EGF. le PDGF. le TGF. le BDNF. le NGF. le 
CNTF. etc), les apolipoproteines, ou encore des polypeptides antigeniques pour la 
realisation de vaccins (hepatite, cytomegalovirus. Epstein-Barr. herpes, etc). 

Comme indique ci-dessus. les implants selon I'invention sont particulierement 
30 avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du prodmt 
therapeutique dans Vorganisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la multiptote 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite. la liberation peut etre 
controiee soit par le retrait de I'implant. ce qui arrete definitivement le traitement. sort 
par rutilisation de systemes tfexpiession regulables. permettant tfinduir^ ou de 
35 reprimer I'exptession des genes therapeutiques. 
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Pour la preparation des compositions selon I'ihvention, diff6rents types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour favoriser Tancrage 
des cellules sur le support par inclusion des cellules dans une matrice ayant la 
constitution d'uii gel. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre utilises, 
5 tels que notamment le collagene, la gelatine, les glycosaminoglycans, la fibronectine, 
les lectines, etc. De preference, on utilise dans le cadre de la presente invention du 
collagene. II peut s'agir de collagene d'origine humaine. bovine ou murine. Plus 
preferenciellement, on utilise du collagene de type I ou III. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon Tinvention comprehnent 

10 egalement un support permettant Tancrage des cellules. Le terme ancrage designe 
toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
Tadhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs» les cellules peuvent 
soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a Tinterieur de ce support, soit les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de I'invention un support solide, non toxique et/ou 

15 bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 
(PTFE). Dans vm mode particulier de mise en oeuvre de invention, on utilise un 
support d'origine biologique, tel que notamment le collagene reticule, la poudre d'os, 
les polymeres a base d'hydrates de carbohe et les supports a base de calcaire. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 
20 composition telle que definie precedemment selon lequel on effectue les etapes 
suivantes : 

a) on preleve un echantillon de tissu a partir d'lm organisme, 

b) on isole et cultive in vitro les cellules desirees (fibroblastes, cellules 
endotheliales, epitheliales, gliales, hepatocytes, keratinocj^es, myoblastes, etc) , 

25 . c) on infecte les cellules obtenues en b) avec im adenovirus recombinant 

comprenant un sequence d' ADN heterologue codant pour un produit therapeutique, 

d) on incube les cellules inf ectees avec un milieu contenant tm g^lifiant, 

e) on depose le melange obtenu en d) sur un support, eventuellement apres 
recouvrement de celui-ci par le gelifiant. 

30 f) on incube le melange obtenu en e) dans des conditions permettant la 

gelification du gelifiant et Tancrage des cellules sur le support, et 

g) on recupere la composition obtenue qui conslitue I'implant utilisable pour 
rimplantation. 
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C^mme Mique prtc6demn«nt, aapes a) et b) du p««6d6 peuvent are 

ex«a.« de banques oeUulai«^ Plus prtfhenflenement, avant re.ape «• 1=^ «Mes 

5 ceWes infecies «»« cuhivte en presence du gelifian,. pu,s, lorsque la ™am« « 
,„™*e. elle es, diposae ^ le ^ppor, event^ellemen. apr^ nuae e„ conua d^ 
d avec le gelifiant De plus, lea cellules ou le suppon peuvem e,re ■» en 
.galemen, de ,ac.u,s de c^issance. uls ,ue des <^ angioginiques, favo^ 
fo^adon de limplant Dans ce cas. des «ces de facteur de co^ peuv«« 
10 subsister dans n,npla«. U mflange suppcr./geir,an,/celMes es. e^^ mcube 
pendan, une p«ode suffis»«e pour permedre la gSlfficadon du geWan,. pu« la 
™.rice ainsl ob.«.u. es. ^airne^e dans du nuto de cu.»e pour penneme^ 
^Bules de s'ancrer sur le support L^n-plan. ains, prepare peu. e«e .mplan^ 
directemenldansl'organisme. ji^,„ 
15 Des mSftodes de pripamtion dimplants on. egalemen. ete decntts par 

Moullier e. al (Na.u.e Oene.K=s 4 U993) 154) ^ 

du m^.ier aux implanrsselonVinvenUcn (voiraussi FR 93 09185 e.FR 93 04700). 

Linvendon conceme Sgalemen. une mSthode pour le .«i<emen. de mOadies 
con,pren».. Hnplan^don dune composMon »lle que dtfnie ci-a«n. «.pa«e de 
20 P«xiui.e un produi. .henpeudque apK i oortger ladire n,aled,e. Pr««en»ellemeM. 
CL^od es. applicable au ™e.en. de maladies resulu™ ^ d«.«ence en un 
"lu .hirapeudque e, Hn^lan. es, capable de prciuire ledl. P^"- ^^ncore pl.» 
^.ferendellemen.. la n.6*ode seta Vinvendon es. udlisaMe pour ™<»-J' ^ 
Llass^ie, de d«iciences enfaydux^Wne (insuffisance rinde. etc) en horm^e de 
25 croissant, en apoBpop-otiines. en hormone .h^Tdienne. en fac^urs de coagula„on. 
rivanrngeuI^Tla med,ode selon 1 Won comprend Vimplama^on a„ mveau 
Tla oavi.S pW.oni.le. dar. le dssu sous-cuune (region s^-pubienne. fosses deques 
o» mguinaie. e.c,. dans un organe, un muscle. ^ .umeur. le sys«,e nerv^x 
centraU ou encore SOUS une muqueuse. 
30 L. pMsenje invendon sera plus comp».emen. dtoi.e I I'aide des exemp.es 

qui suiven., qui doiven. S«e considfeSs comme Ulus«dfs e. non tomfs. 
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EXEMPLES 

1. Techniques generates 

LI. IsQlement et ctilture de fibroblastes 

Les fibroblastes ont et6 obtenus a partir de biopsies cutanees realisees dans 
5 des conditions stales. Pour cela, un ou pliisieurs fragments de peau sont preleves, 
haches et soumis a line digestion enzymatique. A cet effet, les lambeaux sont incubes d 
37^C sous agitation dotice dans un milieu DMEM supplements par 2 mM de L- 
glutamine, de la streptomycine et du serum de veau fStal (250 ng/ml). Au bout de 2 
heures, la solution est centrifugSe i 1500 t/mn et le culot cellulaire est lave 2 fois dans 
10 le mSme milieu depourvu d'enzymes. Les cellules sont ensuite comptees et 
ensemencees, a raison de 4.106 cellules vivantes/flacon, dans des flacons contenant 
environ 25 ml du meme milieu, 

1.2. Infection des fibroblastes par un adenovirus recombinant 

L'infection des fibroblastes avec un adenovirus recombinant est avantageu- 
15 sement effectuee avec une solution d'adenovirus purifiee, par exemple sur chlorure de 
cesium (Cf exemple 2.2.). UinterSt d'un tel protocole reside notamment dans le fait 
que, contrairement aux retrovirus, un seul cycle d'infection suffit pour obtenir un 
pourcentage tres aev6 de cellules infectees (jusqu'a 100 %). De plus, Tinteret des 
adenovirus reside ggalement dans le fait que des multiplicites d'infection tres grandes 
20 peuvent §tre employees (1000 pfu par cellule par exemple). 

GenSralement, les cellules a confluence sont incubees en presence d'une 
solution concentree renfermant une quantite determinee d'adenovirus recombinant La 
multiplicite d'infection peut etre adaptee par rhomme du metier en fonction des cas. 
Au bout d'une heure environ, du sumageant de culture est ajoute et les cellules sont 
25 maintenues pour la nuit. Ensuite, les cellules sont lavees dans im milieu depourvu de 
virus, recoltees et de nouveau lavees. Les cellules sont ensuite incorporees dans le 
milieu contenant le gelifiant Le pourcentage d'infection est alors controle. Bien que 
cela ne soit genSralement pas necessaire. il est ensuite possible tfeffectuer d'autres 
cycles d'infection pour augmenter le nombre de copies par cellules. Par ailleurs, ce 
. 30 . protocole peut dtre appliqu6 a d'autres types cellulaires tels que les cellules 
endoth61iales, epitheliales, gliales, les hepatocjtes, les keratinocytes ou les myoblastes. 
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1 , 1. Preparation ries implants 

Le support utilise (support synth6tique ou biologique) est sterilis6. de 
preference par autoclavage. puis recouvert de collagene de type I. Plus 
particulierement. s'agissant de fibres de polytfetrafluoroethylene (Gore et Associates). 
5 I'addition de coUagene est effectuee en plongeant pendant 1 heme environ les fibres 
dans une solution comportant du coUagene [solution d'acide acetique O.IN contenant 
0.1 % de coUagene de rat (sigma)]. De pr§f§rence. cette operation est lealisee sous 
vide afin de chasser I'air prfesent dans les fibres. Le support ainsi obtenu. recouvert d'un 
film de collagene. est transf&6 dans des boites de petri et seche. Ensuite. une solution 
10 comprenant des facteurs de croissance dilues dans un tampon phosphate est ajoutee 
(10-20 ng de FGF basique pour 50 mg de fibres). Le support est ensuite place dans 
des puits ou boites dont la taille correspond a celle des implants recherch6s. 
cellules infectees par les adenovirus recombinants sont mises en suspension dans du 
milieu RPMI comprenant du collagene et du FGF basique. Cette suspension cellulaire 
15 est alors deposee sur le support. Apres gelification du coUagene (environ 30 minutes i 
yrC sous 5 % C02). les lattices de gd sont detachfies des puits a I'aide rfune aiguiUe. 
puis maitenues i temperature ambiante 48 i 96 heures selon la vitesse de r^tractidn (le 
miUeu est changfi au bout de 48 heures). La composition obtenue est prete a etre 
implant^ 

20 1 4 Tmplantation 

Les compositions decrites ci-dessus sont implantees sous anesthesie dans les 
zones intraperitoneales les mieux vascularisee. par exemple au niveau du tablier 
epiploique. Un ou plusieurs implants peuvent etre introduits dans le meme organisme 
au meme site ou en des sites diffSrents (jusqu'a 10 par exemple. selon le gene 

25 therapeutique. la pathologic, la taiUe des implants, etc) Apres implantation. U est 
possible de r^aliser une bourse de mani&^ i maintenir le ou les implants, et a f aciliter 
leur excision. GenerBlement. des connexions vasculaires s'fitablissent des les premiers 
jours, permettant une liberation eff icace du produit therapeutique. 

II est egalement possible rfimplanter les compositions de rinvention dans le 

30 tissu sous-cutan6 (region sus-pubienne, fosses iliaques ou inguinales. etc), dans un 
organe. un muscle ou encore sous une muqueuse. 
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2. Construction d*un adenovirus recombinant comprenant une s^uence d'ADN 
heterologue codant pour 1 'erythropoietins 

L'erythropoietine (Epo) est ime hormone specifique de la proliferation 
terminale et de la differenciation des precurseurs des globules rouges. Son gene a ete 
5 clonS, sequence, et exprime in vitro (EP 148 605). UEpo recombinante est largement 
utilisee pour remplacer le deficit de production par le rein, en cas.d'insuffisance rSnale 
chronique. A forte dose, TEpo a egalement un interet therapeutique potentiel pour les 
anemies genetiquement determinees (B thalassemia depranocj^ose) et certains deficits 
de rhematopoiese. Pour Tensemble de ces applications, la production prolongee et 
10 controlee d'Epo au moyen d'un implant selon I'lnvention constitue un progres 
important et penmet de reduire les couts prohibitifs des doses elevees d'Epo 
recombinante. 

2.1. Construction du plasmide pAd.RSV.Epo 

Le plasmide pAd.RSV.Epo a ete construit a partir du plasmide 
.15 pAd.RSV.BGal [Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. (1992) 626] par 
substitution du gene B-gal par le gene de I'Epo. 

Pour cela, le cDNA codant pour TEpo de singe et contenant son propre signal 
de secretion a ete isole k partir du plasmide Bluescnpt sous forme d'un fragment Xhol- 
EcoRV. Ce fragment a ensuite ete clong aux sites Sail (situe aprds le LTR RSV) et 
20 EcoRV (situe avant PIX de rAd5) du vecteur pAd.RSV.BGal, resultant en la 
substitution du gene Bgal par le cDNA de I'Epo. 

2.2. Construction de Vade novirus recombinant defectif Ad.RSV.Epo 

L'adenovirus Ad-RSV.Epo a ete obtenu par recombinaison homologue in 
vivo entre I'adenovirus mutant Ad.dll324 [Thimmappaya et al.. Cell 31 (1982) 543] 
25 et le vecteur pAd.RSV.Epo. 

Pour cela, le plasmide pAd.RSV.Epo et I'adenovirus Ad.dll324 linearise par 
I'enzyme Clal, ont et6 co-transfectes dans la lign^e 293 en presence de phosphate de 
calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
ainsi generes ont kxk selectionn6s par purification sur plaque. Apres isolement, I'ADN 
30 . de I'adenovirus recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, conduisant a 
un sumageant de culture contenant Tadenovirus defectif recombinant non purifie 
ayant tm titre d'environ 10^0 pfu/ml. 



wo 95/14785 



12 



PCT/FR94/01359 



Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment 
Graham et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad.RSV.Epo peut etre 
conserve a -80»C dans 20 % de glycferol. 
5 3. Preparation d'un implant comprenant des fibroblastes infectes par 
l'adenovirus recombinant Ad.RSV.Epo. du collagfene et des fibres de 
polytetrafluoroethylene (FIFE). 

Us fibroblastes (10? cellules/ml) prepares a partir de la peau de souiis 
DBA2J selon le protocole decrit dans I'exemple 1.1. ont et6 infect^ k confluence 
10 avec l'adenovirus Ad.RSV.Epo purifie sur gradient de chlorure de cesium comme 
decrit dans Vexemple 2 (1 seul cycle d'infection). Deux conditions d'infection ont ete 
utilis^es. correspondant i deux titles : 108 et 10^ pfu. soit une multiplicite d'infecuon 

de 10 et 100 respectivement. 

24 heures apres I'infection. les cellules ont eik lavees, trypsinisees puis 
15 tteolttes. Aprfes un nouveau lavage. 4 implants ont ext prepares selon le protocole 
dfecrit dans I'exemple 1.3.. comprenant 10? cellules chacun (2 implants pour chaque 

titre viral). , , m - 

Les implants obtenus au bout de 72 heures de culture om ete preleves puis 
implantes dans le peritoine de 2 souris DBA2J de 8 semaines selon le protocole d^cnt 
20 dans I'exemple 1.4. (2 implants par souds). La souris 1 contient les 2 implante 
r^aUs^ avec les fibroblastes infectfes avec un titre viral de 109 pfu. U souns 2 
contient les 2 implants realises avec les fibroblastes infectes avec un titre viral de 10 

L'expiession de I'Epo in vivo a eth doste dans le sang et son effet a ete 
25 determine par mesui^ de I'elevation de Vh^matocrite qui reflete Faction physiologique 
de FEpo. c'est-a-dire I'augmentation du nombre de globules rouges. Pour cela des 
^chantillons de sang sont preleves par ponctions au niveau du sinus retroorbital au 
moyen dun tube de microh^matocrite. puis centrifug6s dans une centnfugeuse de 
microhematocrite. Les resultats obtenus sont pr^ent6s sur la figure 1. lis montrent 
30 clairement que les implants selon I'invention induisent une augmentation importante 
et dose-dependante de rhematocrite. 
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REVENDTCATIONR 

1. Composition destinee a etre implantee dans tin organisme caracterisee en 
ce qu'elle comprend des cellules modifiees par un adenovims recombinant comprenant 
una sequence d'ADN heterologue codant pour un produit therapeutique, un gelifiant, 

5 et un support sur lequel sont ancrees lesdites cellules. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que les cellules 
sont choisies parmi les fibroblastes, les cellules endotheliales, epith61iales, gliales, les 
hepatocytes. les keratinocytes et les myoblastes. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que les cellules 
10 sont des fibroblastes. 

4. Composition selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que les 
cellules sont autologues vis-a-vis de Torganisme dans lequel elles sont destinees a. etre 
implantees. 

5. Composition selon I'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 
15 radenovirus est un adenovirus d'origine humaine, canine ou mixte. 

6. Composition selon la revendication 5 caracterisee en ce que radenovirus 
est obtenu a partir des adenovirus Ad2, Ad5 ou CAV2. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisee en ce que 
radenovirus est defectif. 

20 8. Composition selon Tune des revendications. 1 a 7 caracterisfee en ce que le 

produit therapeutique est choisi parmi les ARN, peptides, polypeptides et proteines. 

9. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que la sequence 
d*ADN heterologue comprend des signaux permettant la production et la secretion du 
produit therapeutique. 

25 10. Composition selon les revendications 8 et 9 caraaerisee en ce que le 

produit therapeutique est choisi parmi les enzymes (tels que notamment la superoxide 
dismutase, la catalase, les amylases, les lipases, les amidases, la chymosine, etc), les 
derives sanguins (tels que la serum-albumine, Talpha- ou la beta-globine, le facteur 
VII, le facteur VIII. le facteur IX, le factpur de von Willebrand, la fibronectine, 
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l-alpha-l antitrypsine. etc). Vinsuline et ses variants, les lymphokines teU^^^^ 
interleukines. les interferons, les facteuis de stimulation des colonies [G-CSF GM- 
CSF M-CSF. SCF. ...]. le TNF. le TRF. etc), les facteurs de croissance (tels que 
I'hormone de croissance. Tetythropoietine. toone para-thyroidienne. le FGF. 

5 I'EGF le PDGF. le TGF. le BDNF. le NGF. le CNTF. etc), les apolipoprotemes. ou 
encor^ des polypeptides antigeniques pour la realisation de vaccins (hepatite, 
cytomegalovirus. Epstein-Barr. herpes, etc). 

11 Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le geUfiant est 
choisi parmi le collagene. la gelatine, les glycosaminoglycans. la fibronectine. et les 

10 lectines. 

12. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le support est 
un support solide, non toxique et bio-compatible. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le support 
est un support biologique. 

15 14 Composition selon la revendication 13 caracterisee en ce que le support 

est choisi parmi le collagene reticule, la poudre d'os. les polymeres S base dhydrates de 

carbone et les supports a base de calcaire. 

15. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le support 

est choisi parmi les fibres de polytetrafluoroethylene. 
20 16. Procede de preparation dune composition selon I'une des revendications 

piecedentes caracterise en ce que I'on effectue les etapes suivantes : 

a) on preieve un echantillon de tissu a partir i'm organisme. 

b) on isole et cultive in vitro les cellules desirees, 

c) on infecte les cellules obtenues en b) avec un adenovirus recombinant 
25 comprenant une sequence d' ADN heterologue codant pour un produit therapeutique. 

d) on incube les cellules infectees avec un milieu contenant un gehfiant. 

e) on depose le melange obtenu en d) sur un support, eventuellement apres 
recouvrementdecelui-ciparlegelifiant. 

f) on incube le melange obtenu en e) dans des conditions permettant la 
30 gelification du gelifiant et I'ancrage des cellules sur le support, et 

g) on recupere la composition obtenue. 
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17. Methode pour la liberation d*un produit therapeutique in vivo comprenant 
rimplantation d'une composition telle que definie dans Tune des revendications 1 a 15 
dans laquelle la sequence d' ADN heterologue code pour ledit produit therapeutique, 

5 

18. Methode de traitement de maladies resultant d'une deficience comprenant 
rimplantation d'une composition telle que definie dans Tune des revendications 1 a 15 
dans laquelle la sequence tf ADN heterologue code pour un produit therapeutique apte 
a corriger ladite deficience. 

10 

19. Methode selon la revendication 18 pour le traitement de la thalassemie, de 
deficiences en eiythropoietine (insuffisance renale, etc), en hormone de croissance, en 
apolipoproteines, en hormone thyroidienne, ou en facteurs de coagulation. 

15 20. Methode selon Tune des revendications 17 a 19 caracterisee en ce que 

rimplantation est realisee au niveau de la cavite peritoneale, dans le tissu sous-cutane 
(region sus-pubienne, fosses iliaques ou inguinales, etc), dans un organe, un muscle, 
une tumeur, le systeme nerveux central, ou encore sous une muqueuse. 
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I )(| Voir la suittdu cadre C pour la fin dc la Usu des documento 



m 



Lcs documents de families de brevets sont indicpiii en annem 



* Categories sp^dalcs de documents citte 

•A' document dfefinissant VtXaX general de la technique, non 

considere ccmmc particuliercmenl pertinent 
•E* document antericur, mais public A U date de dipOt international 

ou apres cette date 
"L" document pouvanl jeter un doute sur une revendication de 

prioriie ou cite pour determiner la dale de publication d'une 

autre citaoon ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
'O' document se rtferant A une divulgation orale, A un usage, A 

une exposition ou tous autres moyens 
'P' document publie avani la date de dtoOt international, mais 

posterieuremcnt A la date de pnorite revcndiquee 



document ultertcur publie apres la date de depdt international ou la 
dale de priori te et n'appartenenant pas A Teiat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprcndrc Ic priocipc 
ou la theorie constituant la base dc I'invcntion 

•X* document particuliercmenl pertincnl; I'invention revendiquic ne peui 
etre consideree comme nouvellc ou comme impliquant une activitt 
inventive .par rapport au document considere isoUment 

•y document particuliercmenl pertinent; I'invcntion rcvcndiqufce 
nc pcut eirc considerie comme impliquant une activite inventive 
lorsque Ic document est associe A un ou plusieurs autres 
documents de mCme nature, cetie combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'A* document qui fail partie dc la memc famille dc brevets 



Date A laqueUe la recherche iniemationalc a ete effecuvemcnt achevie 

1 Mars 1995 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 



0a03.95 



Nom ct adresse posiale de radministration chargee de la recherche iniemationalc 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patcntlaan 2 
NL . 2280 HV Rijswijk 
Td. ( 4 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Far (-^ 31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autarisi 



Sitch, W 
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RAPPORT DE PECHERCHE INTERNATIONALE 

r C.f«»U) DOCUMENTS CONSIDERE5 CUMME PERTINbN 



Dcm Iiitenia«ion»l«No 

PCT/FR 94/01359 



a«-r le cas tchtanU I'lndication des passages ptmnenls 

Identification des documente atts, avec, le cas ccnc 



JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 
vol.0,16PT F, 1992, NEW YORK, USA 

5S8ll5Ir ET AL 'M^RIf a'^RG^rFof ?N 
AND BONE MARROW CELLS AS TARGETS FOR IN 
VIVO TRANSFER AND EXPRESSION OF THE HUMAN 
BHA-GLUCORONIDASE CDNA' 

* abrege V421 * 

JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 
V01.S15F. 1991, NEW YORK.USA 

Snnfi^FR FT AL 'ORGANOID NEOVASCULAR 
SmE-EFfECTS OF VARIOUS MATRIX AND 
ANGIOGENIC FACTORS' 
abrege CF 315 * 

W0,A.93 06223 (C.N.R.S.) 1 Avril 1993 
voir le document en entier 

FILE SERVER STN KARLSRUHE.FILE MEDLINE 
fcirExSVE^S (1991 MAV-JUN) 9(3) 

BDGHAERT ET ALr'THE INFLUENCE OF THE 

• ?Se of ADENOVIRUS 5 ElA AND ElB 
ccnficMrc^i ON THE PATHOLOGY OF RAT 
ffiSlI fKIuSTS TRANSITED WITH 
ACTIVATED C-HA-RAS AND V-RAS 

voir abrege 



FomttteifC 



VCT/1SA./210 (wiie <te U d««xi«n« ftuUte)OulUei 1992) 



no. de$ revendicanons vi«fe« 
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RAPPORT DE RECHKRCHB INTERNA I IONALK 



Dcmandc tntcrnaitonalc n* 

PCT/FR94/ 01359 



Cadre I ObscrvaJioris - lorsqu'il a etc cstimc que ccrtaincs rcvcndications nc pouvaicnt pas faire I'objcl d'unc recherche 
(suite du point I dc la premiere fcuillc) • 



Conformcmcnt a I'ariicic I7J)a). ceriaincs revcndicalionf n otil pai fail l objcl d>nc recherche pour lc> moUfs ruivamr 
^ ^t^V^liun Sbjcl a I'cgard duquel I'administration n'eu pas tenuc dc procedcr a la recherche, a «ivoir 

Remarque: B1en que les revendlcatlons 17-20 concernent una met^ode de ^ 
traitement du corps humain/animal , \a recherche a ete effectuee et basee 
sur les effets, imputes au prodult (a la composition). 



□ 



,^"Jp7o^«'« iTdTpiues.de la dcmandc i„„rnauon_ale_quM^^^^^^^ pas sumsamment Ic. conditions prcscriles pour 



qu'une recherche significaUve puisse «irc erreetuce, en particulier: 



□ 



s^m d«"rSSIuoM dependantcs ei ne sent pas rcdigees conformement aux disposiuons de la deuxicme « de la 
troisicme phrases dc la regie 6.4.a}. 



Cadre 11 Observations - lorsqu'il y a absence d'unitc dc I'mvcntion (suite du point 2 de la premiere fcuillc) 



L'adminisiraiion chargec dc la recherche inicrnaiionale a irouve plusicurs invenuons dans la dcmandc internauonaJc. a savoir: 



I I Commc louics Ics taxes addiUonnclles oni etc payees dans Ics dclais par le deposant. Ic present rapport de recherche 
miernationale poru sur louics Ics rcvcndications pouvant faire Tobjet d'unc recherche. 

2. CU Comme toutts les rechcrches portanl sur les rcvcndications qui s'y pretaicnt oni pu ctre cffectuecs sans effort parUculier 
jusUfiani une taxc addiuonnelte, Tadminisu-aiion n'a sollicitc le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



□ Commc une panic sculcmenl des taxes addiUonnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, Ic present 
rwo^? i recherche in^^^ nc portc que sur les revendtcations pour lesquelles Ics taxes ont ete payees, a savoir 

les revcndicaiions if: 



□ Aucune laxe addiiionnellc dcmandce n a etc payee dans les delais par Ic <1^P<>?^"[: f;" 
de recherche inicrnaiionale nc portc que sur TinvenUon mcnuonnee en premier licu dans Ics rcvcndications. die est 
couvertes par Ics revcndicaiions n": 



Remarque quant a la reserve 



[ [ Les taxes addiUonnelles ciaicnt accompagnces d'une reserve de la pan du dcposam. 
j j Le paiement dcs taxes addiUonnelles n'ciait assorU d'aucunc reserve. 
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